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生 体 ア ミ ン、 ス テ ロイ ドホル モ ン、 プ ロス タグ ラ ン ジ ン な どの 内 因性 物 質 は 、
通 常 極 め て微 量 で 、 相 互 に構 造 が 酷似 した多 数 の 同族 体 と して生 体 内 に存 在 し、 し
か もそ れ ぞ れ が 固 有 の生理 活性 を示 す 場合 が 少 な くな い。 この た め 、 生 理作 用発 現
との 関連 を明 らか に す る う えで 、 こ れ ら同族 体 の体 内動 態 を同 時 に把 握 す る こ とが
必 要 となる。 一方 、疾 病 の 治療 に おけ る薬物 療 法 の果 たす役 割 は大 きい ものが あ り、
今 日多 岐 に わ た る医 薬 品が 開発 され 、臨 床 の場 に提 供 され て い る。 こ れ ら薬 物 の吸
収 、分 布 、代 謝 、 排 泄 は、 年令 、性 、環 境 、 個 体 差 な ど に よ って異 な り,病 態 に よ
って さ ら に大 き く変 動 す る。 この た め 、適 正 な薬 物 療 法 を行 う上 で薬 物 の体 内動 態
を正確 に把 握 す る こ とが不 可 欠 で あ り、代 謝 物 を含 め た こ れ ら薬 物 の信 頼 度 の 高 い
測 定法 が 必須 とな る。 しか し、 血 液 、尿 な ど複 雑 なマ トリ ッ クス 中 の微 量成 分 の 測
定 は困 難 な課 題 で あ る。今 日、 こ う した 目的 に は抗 原 抗 体 反 応 を利 用 す る免 疫 学 的
測 定 法 と、 ガ ス ク ロマ トグ ラ フィ ー、 高 速 液体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)に 代
表 され る ク ロマ トグ ラ フ法 が広 く用 い られ て い るが 、 同族 体 を も含 め た一 斉 分析 に
は後 者 が よ り有 利 とされ る。
1969年、Kirklandらに よ り開発 され たHPLCは 、従 来 困難 と され た揮 発 性 、
熱 安 定 性 に乏 しい物 質 を も温 和 な条 件 下 測定 し得 る こ とか ら、 目覚 ま しい発 展 を遂
げ、 今 日バ イ オメ デ ィ カ ル領 域 に お い て欠 くこ との で きな い手 法 とな っ て い る1)。
本法 で は種 々 の検 出 法 が利 用 され る が2)、生体 試料 中微 量 成 分 の 測定 に は、 感 度 、
選 択 性 の上 でUV検 出 器 、 蛍光 検 出器 、 電 気 化 学検 出 器(ECD)が と りわ け有 利 と さ
れ る。 しか し、 そ れ 自身 が これ ら検 出器 に対 し十分 な応 答 を示 す化 合 物 は限 られ て
お り、 こ の た め高 感 度 化 には 測定 対 象 物 に特 有 の化 学構 造 を利 用 した シ グ ナ ル ・グ
ルー プ の導 入(検 出指 向 誘 導体 化 、detection-orientedderivatization)が必須 となる3)
(Fig.1)。誘 導 体 化 は、大 き くプ レ ラベル化 法 とポ ス トラ ベ ル化 法 に分 け ら れ るが 、
い ず れ も高 感 度 化 、 選択 性 の 向上 のみ な らず 、 前 者 で は 誘 導体 化 に伴 っ て分 離 度 の
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向上、不安定 な官能基 の保護、 さらにク リー ン ・ア ップの簡便化 も期待 し得 る こと
















こ の よ うな観 点 か ら著 者 は、 感 度 、 選 択 性 に優 れ る原 子 団 と、各 種 反 応 活 性 基
を配 した誘 導 体 化 剤 を開 発 す る と と もに、 薬 物 お よ び生 理 活 性 物 質 の 高 感 度 分 析 へ
の応 用 を試 み た。 す な わ ち、 第1章 で は、 シ グナ ル ・グル ー プ で あ る 電気 化 学 活 性
基(electrophore)として易 酸 化 性 で酸 化 還 元 の 可 逆 性 に富 む フ ェ ロ セ ンを有 す る 誘
導体 化 剤 を開発 す る と と もに、 そ の有 用 性 に つ い て検 討 し た。 つ い で第2章 で は、
不 安定 な た め に従 来 か らの 誘 導体 化 法 が 適 用 しに く く、 高感 度 分 析 が 困 難 とされ て
い た ビタ ミ ンD活 性 代 謝物 の分 析 を 目的 と し、 そ の特 徴 的 な共役 ジエ ン構 造 と緩 和
な条件 下 選 択 的 に反 応 して 、 安 定 な付 加体 を与 え る1,2,4-triazoline・3,5-dioneを反
応 活 性 基 と し、 これ に発 色 団(chromophore)、発 蛍光 団(fluorophore)を配 した誘
導体 化 剤 を開 発 し、 そ の 有用 性 に吟 味 を加 え た。
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第1章
フェロセ ンを電気化学活性基 とする誘導体化剤 の開発
第1節 序
電 極 反 応 を利 用 す るECDは 、感 度 、 選択 性 に優 れ 、 カテ コー ル ア ミ ン、 カ テ
コー ル エ ス トロゲ ンな ど生 体 内微 量 生 理活 性 物 質 の測 定 に威 力 を発 揮 す る の 。 本
検 出器 は、 測 定対 象 物 が 電極 表面 で酸化 また は還元 を受 け る際 に生 じる電 流 を検 出、
増 幅 す る もの で あ り、 カ テ コー ル、 芳香 族 ア ミ ン、 フ ェ ノ ー ル、 チ オ ー ル化 合 物 が
酸 化 系 で 、芳 香 族 ニ トロ基 、 キ ノ ン構 造 を有 す る ものが 還 元 系 で検 出 され る 。
Fig.2にカ テ コー ル を例 に と りそ の電極 反 応 を示 した。ECDは 、 ア ンペ ロメ トリ
ック型 とク ー ロメ トリ ック型 に大 別 され、 お の お の定 量 原 理 を異 にす る が、 い ず れ
も有用 で あ る。 さ らに最 近 、 同一 セル 内 に複 数 の作 用 電極 を配 した マ ル チ電 極 セ ル
も開発 され て お り、 測 定 物 に応 じた条 件 をそ れ ぞれ 設 定 す る こ とに よ り、感 度 、選
択 性 の み な らず 、 よ り高 次 の情 報 を も入 手 す る こ とが 可 能 で あ る。
ll◎R 9;O/R+2H-+2e・
Fig・2.OxidationofCatecholsteo-Benzoquinones.
しか しなが ら、 本検 出 器 に対 して 高い応 答 を示 す生 理 活性 物 質 は限 られ てお り、
この た め 、従 来ECDの 有 用 性 が 十分 に は生 か され てい なか っ た。 近 年 、Shimada
らは本 検 出法 の 適 用 拡 大 を 目的 と し、芳 香 族 ア ミ ン、 グ ァ ヤ コー ル を電気 化 学 活性
基 とす る カ ル ボ ニ ル、 チ オ ー ル、 ア ミノ基 用 誘 導体 化 剤 を 開発 す る と と も に5)、
電気 化 学活 性 基 と して の フ ェ ロ セ ン の有 用 性 を指 摘 して い る6)。 フ ェロ セ ンは 、
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2個 の シク ロペ ンタジ エニル環が鉄原 子 を挟 み込 んだサ ン ドイ ッチ構造 の安定 な錯
体 であ り7)、易酸化性 で酸化還 元の可逆性 に富み、電気 化学活性基 と して極 めて
有用 と考 え られ る(Fig.3)。そ こで生体 内微量成分 の高感度か つ高選択 的な測定へ
の応用 を目的 として フ ェロセ ンを電気化 学活性基 とする各種 誘導体 化剤 を調製 し、






第2節 チオー ル化合物用 誘導体化剤
2-1各 種 マ レイ ミ ド誘導体 の調製
生体 内 には、メル カプ ト基 を持 つ化合物 が数多 く存在 し、 グルタチ才 ン、 レ
システイ ン等 の ように低 分子 なが ら酸化還元 、解 毒代 謝 に重要 な役割 を果 たす もの
が少 な くない。 また、薬 物 に もカプ トプ リル などチオール化合 物が数多 く知 られて
い る。 このた め、病態 、 さらに は薬 物 の有効性 と安全性 との関連か らメルカ プ ト基
を持 つ生理活性 物質 の体液 中濃度 の測定 が重要視 される。 しか し、 これ らは容易 に
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酸 化 を受 け ジ ス ル フィ ドに変 換 され るな ど不 安定 な ため 、高 感 度化 の み な らず 、 安
定 化 を も考 慮 した誘 導 体 化 が 必 須 とな る。 メ ル カ ブ ト基 自身 電気 化 学 的 に活 性 で あ
り、ECDに よ る直接 分 析 も報告 され て い る8)。 しか し、酸 化 電位 が 高 く、 内 因性
爽雑 物 の 影響 を受 け や す い た め、 高 感 度 分析 は困 難 で あ る。 一 方 、 金 岡 らは、 マ レ
イ ミ ドが メ ル カ プ ト基 と容 易 に反 応 し、 安 定 な付 加 体 を与 え る こ とに着 目 し、 これ
に発 蛍 光 団 を配 した各 種N一 置 換 マ レイ ミ ドを調製 し、 組織 化 学領 域 へ の応 用 を試
み て い る9)。
そ こで 、 フ ェ ロセ ンの電気 化 学 的特 性 に着 目 し、反 応 活性 基 と して マ レイ ミ ド


































ま ず 、Furdikらの 方 法1。)に 準 じferrocenecarboxylicacid(1a)よりマ レ イ ミ
ド(1)を 合 成 し た 。 す な わ ち1aをPC13で 酸 ク ロ リ ド(1b)と し た 後 酸 ア ジ ド
ー5-一
(1c)に変 換 し、Curtius転位 後 ベ ン ジ ル ァ ル コ ー ル と 反 応 させ ベ ン ジ ル カ ル バ メ ー
ト(1d)に導 い た 。 こ れ を 、 ア ル カ リ水 解 に て ア ミ ン(1e)に誘 導 し、 無 水 マ レ イ ン酸
と処 理 し マ レ ァ ミ ン酸 誘 導 体(1f)と し た 後 、 無 水 酢 酸 一 酢 酸 ナ ト リ ウ ム で 閉 環 し
て 目 的 と す る マ レ イ ミ ド(1)を 合 成 し た 。 一 方 、 フ ェ ロ セ ン に 電 子 供 与 基 を 導 入 す
る と易 酸 化 性 の 向 上 が 期 待 さ れ る こ と か らFalkら の 方 法11)に 準 じ1,r-di-
methylferroceneより調 製 した1,1'-dimethylferrocenecarboxylicacid(2a)を、 ま た
Lednicerらの 方 法12)に 準 じ(dimethylaminomethyl)ferroceneより得 た2-ferro-
cenylethylamine(3e)を1と同 様 に処 理 し て2,3に 誘 導 した 。 こ れ ら3種 の 構 造 は
プ ロ ト ン核 磁 気 共 鳴(IH-NMR)ス ペ ク トル な ど各 種 機 器 デ ー タ に よ り確 認 し た 。
2-2各 種 マ レイ ミ ド誘導体 の反応 性 と付加体 の電気化 学的性質
まず 、N一ア セチ ル レー シス テ イ ン をモ デ ル化 合 物 と し、合 成 した マ レイ ミ ド誘
導 体3種 の 反 応 性 を検 討 した。1/15Mリ ン酸 ナ トリ ウム カー リ ウム緩 衝 液(pH6.8)
中 、 モ ル 比3倍 量 の マ レイ ミ ドと氷 冷 下 放 置 し、 生 成 す る付 加 体 量 を経 時 的 に測定

















的 に付 加 体 を与 え る の に対 し、2、3で は そ れ ぞ れ30分、50分 を要 した。 さ ら に・
リン酸 緩衝 液 中37℃ 、30分放 置 し、生 成 物 の安 定 性 を吟 味 した とこ ろ 、2の 付 加
体 は減 少 が見 られ たが 、他 で は な ん ら変化 が認 め られ なか っ た。 つ い で これ ら付 加
体 の電気 化 学 的 性 質 に つ い て、 直 列 型2作 用 電極 を備 え た ク ー ロメ トリ ック型 セ ル
を用 い て検 討 した。Fig.6aに第1電 極 で の酸 化 電流 に よる電 流 一 電位 曲線
(hydrodynamicvoltammogram:HDV)を示 した。2、3と の付 加 体 は 、 半 波 電位(E
、ノ2)が1と の付 加 体 の そ れ(+30mV)に比 しそ れぞ れ 一60、-80mVと低値 を示 した。
こ れ は メ チ ル お よび エ チ レ ン基 の電 子 供 与性 に よる もの と推 測 され る。Fig.6bに
第1電 極 で の酸 化 生 成 物 を第2電 極 で還 元 し た際 のHDVを 示 した が 、 そ れ ぞ れ
一100、-150、-200mVで一 定値 を示 し、酸 化 還 元 の可 逆 性 に優 れ る こ とが 明 らか と
な っ た。 生 体 内微 量成 分 の 測定 で は多 量 に共 存 す る爽雑 物 に よる妨 害 が 大 き な問題
とな り、 こ の た め煩 雑 な前 処 理 操 作 が必 須 とな る場 合 が 少 な くな い。 フ ェ ロセ ンの
特 性 を利 用 す る時 こ う した 問 題 も容 易 に解 決 し得 る もの と思 わ れ る。 す な わ ち 、生
体 内 に存 在 す る フ ェ ノ ール 、 芳香 族 ア ミ ンは酸 化 に おけ るEl12が+400mV以 上 と















い。 一 方 、Elt2が約+25mVで あ る カ テ コ ー ル体 で も第2電 極 にお け る設 定 電位
一100mVでは ほ とん ど還 元 を受 け ず 測 定 を な ん ら妨 害 しな い。
以 上 の 結 果 、 フ ェ ロセ ン を配 した マ レイ ミ ド3種 を用 い る 誘 導体 化 剤 と直 列 型
2作 用 電極 を組 み 合 わせ る 時 、 不 安 定 な チ オ ー ル の感 度 、選 択 性 に優 れ る測 定 の可
能 な こ とが 判 明 し た。 と りわ け マ レイ ミ ド1は 、 反応 性 、 安 定 性 に優 れ 、 生成 す
る付 加 体 の第2電 極 に お け る検 出 限界 も60fmo1(SIN=5、10.1nAfullscale)と極
め て優 れ て い た 。
2-3血 中 お よび肝 組織 中 グル タチオ ンの測定
グ ル タチ オ ンは、 解 毒代 謝 に 関与 す る の み な らず、 補 酵 素 と して も働 くこ とが
知 られ て お り、 体 内 に お け る そ の動 態 が注 目 され て い る13)。 そ こ で 、誘 導 体 化 剤
1を 用 い 、 ヒ ト血 中 お よ びマ ウス肝 組織 中 グ ル タチ オ ンの 高感 度 測 定 法 の 開発 を試
み た。 まず 、 グ ル タチ オ ン と1と の付 加 体 を調 製 後 、HPLCに お け る分 離 条件 に検
討 を加 え た 。 そ の結 果 、 固定 相 に逆 相 系 のYMC・GELC8を 、 移 動 相 に ア セ トニ
トリル ー0.32%リン酸 ナ トリ ウ ム緩 衝 液(pH5.0)(2:5)を用 い る条件 を設 定 した
(Fig.7a)。本 条 件 下 で 、 グ ル タチ オ ン は内 因性 シス テ イ ン と明 確 に分 離 され る 。
な お 内標 準 物 質(IS)に はN一 ア セ チ ルーL.シス テ イ ン を選択 した。
グ ル タチ オ ンは、 前 処 理 操 作 の 過 程 に お い て容 易 に酸 化 され る た め、 誘 導 体 化
は検 体 の 入 手 と同 時 に行 う こ とが 必 須 とな る 。 そ こ で種 々検 討 の結 果 、 操作 手順 を
以 下 の 様 に設 定 した。 採 血 後 そ の5μ1に 直 ち にIS(1μ9)を含 む1115Mリ ン酸 ナ
トリ ウ ム カー リ ウ ム緩 衝 液(pH6.8)(40μ1)、1mMEDTAを含 む1/15Mリ ン酸 ナ ト
リ ウム カー リ ウ ム緩 衝 液(pH6.8)(0.5ml)、お よ び試 薬1の0.5%ア セ トン溶 液(50
μ1)を加 え、 氷 冷 下30分 放 置 した 。 つ いで 、 大 過 剰 の誘 導 体 化 剤 をエ ー テ ル ーヘ



















































清 をHPLCIECD分 析 に付 した(Fig.8)。血 液 に1.0お よ び2.5μ9の グ ル タ チ 才 ン
を添加 し、 本 法 に よ り測定 した 時 の 回収 率 を求 め た と ころ 、 そ れ ぞ れ98.6、94.1
%(C.V.<5%)であ り精 度 、 正確 度 とも満 足 し得 る成 績 で あ っ た。 な お、ISの 絶 対
回 収 率 は95.1%(C.V.=1.6%)で あ っ た(TableI)。Fig.7bに第1電 極 お よ び 第2
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電 極 で検 出 した時 の ヒ ト血 中 グ ル タチ オ ンの ク ロ マ トグ ラ ム を示 した が 、 後 者 が選
択 性 に よ り優 れ る こ とが 判 る。 本 法 に よ り、 男 子 健 常 人6名 の血 中 グル タ チ オ ンを












































































ひ きつづ きマ ウス肝組織 中グルタチオ ンの測定 を試 みた。肝 組織 を加熱処理後
ホモ ジネー トとし、そのO.2mg蛋白量相 当を同様 の操作 に付 したところ、回収率、
再現性共 に満足 し得 る結 果が得 られた。 なお、加熱処理 しない場 合 グル タチオ ン量
の速やか な減少 が認め られたが、 この現象 は、還元剤 あるいは キ レー ト化剤 の添加
に よって も変化 せず、 グル タチオ ンS一トラ ンス フェラーゼ等 の酵 素反応 の関与が考
え られた。
以上 の結果 、誘導体 化剤1を 用 いる時、生体内 グル タチ オン を簡便 な前処理
のみで高感度 、高 選択 的 に測定 で きるこ とが 明 らか となった。
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第3節 ア ミノ化合物用誘導体化剤
3-1各 種 誘導体化 剤 の調製
内 因 性 生 理 活 性 物 質 お よ び 薬 物 に は ア ミ ノ 基 を持 つ も の が 数 多 く存 在 す る 。 こ
れ ら は そ れ ぞ れ 固 有 の 生 理 作 用 、 薬 理 作 用 を持 っ て お り、 病 態 を解 明 し、 薬 物 の 動
態 を解 析 す る う え で 、 こ れ ら の 体 液 中 濃 度 を測 定 す る こ と が 重 要 と され る 。 こ の た
め 、 高 感 度 化 を 目 的 と してECD用 誘 導 体 化 剤 が 種 々 開 発 さ れ て い る 。 しか し、 い
ず れ も感 度 に は 満 足 し得 る も の の 高 い 加 電 圧 を 必 要 と す る た め 選 択 性 、 特 異 性 に 難
が あ る 。 前 節 に お い て フ ェ ロ セ ン が 電 気 化 学 活 性 基 と して 極 め て 優 れ る こ と を 明 ら
か に し た 。 そ こ で ア ミ ノ 基 を対 象 と し感 度 、 特 異 性 に よ り優 れ る 誘 導 体 化 剤 の 開 発
を 試 み た 。
ア ミ ノ基 に対 す る 反 応 活 性 基 と して は 、 酸 ク ロ リ ド、 活 性 エ ス テ ル 、 活 性 カ ル
バ メ ー ト、 イ ソ マ レ イ ミ ド、 イ ソ チ オ シ ァ ネ ー トな ど が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の う
ち 、 酸 ク ロ リ ドは 反 応 性 に 優 れ る も の の 、 水 酸 基 と も容 易 に 反 応 す る た め 特 異 性 に
欠 け 、 し か も そ れ 自 身 の 安 定 性 に も難 が あ る 。 そ こ で 、 後4者 を 反 応 活 性 基 と す る
こ と に し た(Fig.9)。す な わ ち 、3-ferrocenylpropionicacid(3a)およ び3-(3,r-
dimethylferrocenyl)propionicacidを1-ethyレ3-(3。-dimethylaminopropyl)carbo-
diimide(water-solublecarbodiimide、WSC)存在 下 、N一 ヒ ドロ キ シ コ ハ ク酸 イ ミ
ドと縮 合 し 、 そ れ ぞ れN一 コ ハ ク酸 イ ミ ドエ ス テ ル(N-succinimidyl3-
ferrocenylpropionate(4)、N-succinimidyl3-(3,1'-dimethylferrocenyl)propionate
(5))に誘 導 した 。 つ い で 前 節 で 調 製 し た ア ミ ン(le、3e)を出 発 原 料 に 、 等 モ ル の 炭
酸N,N'一ジ コ ハ ク 酸 イ ミ ド と 反 応 させN一 コ ハ ク酸 イ ミ ドカ ル バ メ ー ト(N-
succinimidylferrocenylcarbamate(6)、N-succinimidyl2-ferrocenylethylcarbamate
(7>)を、 ま た 同 様 前 節 で 調 製 し た マ レ ァ ミ ン酸 誘 導 体(1f、3f)を ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル
カ ル ボ ジ イ ミ ド(DCC)あ る い はWSCで 脱 水 閉 環 し、 イ ソ マ レ イ ミ ド(N-
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(ferroceny1)isomaleimide(8)、N-(2-ferrocenylethy1)isomaleimide(9))を合 成 し た 。
さ ら に 先 の ア ミ ン(1e、3。)を ア ル カ リ条 件 下 、 二 硫 化 炭 素 つ い で ク ロ ロ ギ 酸 エ チ
ル と反 応 さ せ た 後 、 ア ル カ リ で 処 理 し イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト(ferrocenylisothio-
cyanate(10)、2-ferrocenylethylisothiocyanate(11))を調 製 し た 。 こ れ ら の 構 造 は
い ず れ も1H-NMRス ペ ク トル を 始 め とす る 各 種 機 器 デ ー タ に よ り確 認 し た 。
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まず 、 β一フ ェ ネチ ル ァ ミ ン をモ デ ル化 合 物 と して各 誘 導 体 化 剤 の反 応 性 を検
討 した。 ピ リジ ンー水(1:1)中両 者 を室 温 に放 置 し、一 定 時 間後 に反 応 液 の一 部 を
取 り大 過 剰 の メチ ル ァ ミ ンを添 加 して試 薬 を分 解 後 、HPLCに 注 入 し縮 合 成 績 体 の
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生 成 量 を経 時 的 に 測定 した(Fig.10)。な お図 中縦 軸 は フ ェ ロセ ンの応 答 に対 す る
相対 面 積 強 度 を示 した。 そ の結 果 、N一コハ ク酸 イ ミ ドエ ス テ ルであ る誘導 体 化 剤4、
5が 、 ア ミノ基 に対 して満足 し得 る反 応 性 を示 した 。 またN一コハ ク酸 イ ミ ドカ ルバ
メ ー ト(7)も同様 に良好 な反 応 性 を示 したが 、 そ れ 自身 の分 解 が 早 く、 定 量 的縮 合
条 件 の 設定 に難 が あ った。 一 方 、 イ ソマ レイ ミ ド誘 導 体(8、9)は 、本 条 件 下 で は
反 応 の進 行 が遅 く、 また イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト誘 導 体(10、11)は反 応 性 に乏 し く後
述 す る よ うに ア ミ ノ基 との縮 合 に は加 熱 す る必 要が あ っ た。 以 上 の結 果 ア ミノ基 に





















ア ミノ酸 は両性 化合物 であ り、 プ レラベ ル化法 によるそれ らの高感度 一斉分析
法 の確 立 はい まだ に大 きな課題 とされ る。構 造が多岐 にわた り、 しか もそ れぞれ固
有のpKaを 有 するため、すべ て に適用 し得 る縮合条件 の設定 は困難 なためであ る。
最 も反応性 に優 れ る4を 用 い、室 温で グリシンの誘導体化 を試み たが十分 な結 果
は得 られなか った。一方、Edman試薬14)と同様 イソチオシ ァネー トを反応 活性
基 とし、熱安定性 に優 れ る誘導体 化剤10、11を用 いグ リシンとの反応 性 を検討 し
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た 。 す な わ ち 、 ア セ トニ トリ ル ー水(3:1)中、 トリエ チ ル ア ミ ン存 在 下70℃ に加
温 す る時 、 そ れ ぞ れ30分、90分で 定 量 的 に対 応 す る 反応 成 績 体 を与 え る こ とが判
明 した(Fig.ll)。と りわ け前 者 は イ ミノ酸 で あ る プ ロ リ ンに対 して も同様 の 反応

















つ い で、 ア ンペ ロ メ トリ ッ ク型 検 出器 を用 い各 種 試 薬 で得 られ る β一フ ェ ネチ
ル ア ミン誘 導 体 の電 気 化 学 的性 質 を吟 味 し た。4と の誘 導体 の 酸 化 に よるHDVお
よ びそ の酸 化 成 績 体 の還 元 に よ るHDVを そ れ ぞ れFig.12a、bに示 した 。 ち なみ
に5～9の 場 合 もほ ぼ 同様 で あ っ た 。 い ず れ も、 フェ ノ ー ル、 芳香 族 ア ミ ンが応 答
を示 さ な い+400mVと い う低 い加 電 圧 で 十 分 に酸 化 され る ばか りか 、 そ の酸 化 成
績 体 はOmVで 還 元 され 、 カ テ コー ル 等 が 共 存 す る場 合 で も選 択 的 な検 出 の 可 能 な
こ とが 判 明 した。10お よ び11のHDVは2段 波 を示 した が(Fig.13)、これ は フ ェ
ロ セ ンの酸 化 とそ れ に つ づ く窒 素 あ る い は硫 黄 の 酸化 に起 因す る もの と思 わ れ る。
と りわ け 、10で は明 瞭 な2段 波 を示 して お り、 こ の特 徴 的 なHDVは 、 ク ロマ トグ























出 限界 は 、 い ず れ も50～500fmo1(S!N=5)であ り、高 感 度 分 析 の可 能 な こ と も判
明 した。
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3-3オ ル ニチ ン脱炭酸 酵素活性 の測定
プ トレ ッ シ ン、 ス ベ ル ミジ ン、 ス ペ ル ミ ンに代 表 され るポ リア ミン は、 動植 牧
界 に広 く分 布 す る15)。 こ れ らポ リア ミ ン合 成 系 の律 速 酵 素 で あ る オ ル ニ チ ン脱 炭
酸 酵 素(ODC)の 活性 は発 癌 プ ロモ ー タ ー検 索 の 指標 とされ る ば か りか、 本 酵 素 活
性 阻害 剤 が腫 瘍 の増 殖 、 転 移 を抑 制 す る とい う興味 深 い 事 実 も報 告 され て お り、 信
頼 度 の高 い 活 性 測 定法 の確 立 が 望 まれ て い る16)。従 来 、ODC活 性 は基 質 に14C標
識 オ ル ニ チ ン を用 い 、 酵 素 反 応 に よ っ て生 成 す る14CO2の比放 射 活性 を測 定 す る
こ とに よ り求 め られ て い る。 ま た、 オ ル ニ チ ンか らCO2を 生 成 す る別 経 路 の存 在
17)を考 慮 し(Fi
g.14)、生 成 した プ トレ ッシ ンの 比放 射 活性 を測 定 す る改 良法 も
報 告 され て い る。 しか し、CO2の 捕 捉 あ る い は基 質 と生成 物 の分 離 な どに難 が あ
る う え、 操 作 が煩 雑 な た め 測定 法 と して十 分 とは い え な い。 そ こで 、先 に調 製 した
誘 導 体 化 剤4を 用 い る プ トレ ッ シ ンの プ レラ ベ ル化 法 と、HPLCIECDを組 み合 わ







まず 、 プ トレ ッシ ンお よ びISと して使 用 した1,6一ジ ア ミノ ヘ キ サ ン(DAH)の
ビス フ ェ ロ セ ニ ル プ ロ ピオ ニ ル誘 導 体 標 品 を調 製 し、HPLCに お け る分 離 条件 を検
討 した 。 そ の結 果 、 固 定 相 にODS系 よ り極 性 の 強 い オ ク チ ル シ リカ系 のYMC・
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GELCsを 、 ま た移 動 相 に支 持 塩 と して過塩 素酸 ナ トリ ウ ム を含 む ア セ トニ トリル
ー メ タ ノー ル ー水 混合 系 を用 い る の が最 も有 利 で あ る こ とが 判 っ た(Fig.15a)。本
条 件 下 、 プ トレ ッ シ ン、DAHは カ ダ ベ リン な どの 内 因性物 質 と も十 分 な分 離 を示
した 。 つ い で、誘 導 体化 剤4と プ トレッ シ ン、ISと の縮 合 条件 を検 討 した と ころ 、



























ひ きつ づ き、 生 体 試 料 の前 処 理 に検 討 を加 え た 。ODC活 性 測 定 に際 し、 多 量
に存 在 す る オ ル ニ チ ンの 除去 が重 要 とな る。 従 来 、 強 酸 性 陽 イ オ ン交 換 体 が この 目
的 に汎 用 され て い るが 、基 質 と生 成 物 の分 離 が 十 分 で な い ば か りか、 溶 出 に高 濃 度
の 塩 酸 あ る い は緩 衝 液 を用 い る な ど微 量 分析 に は問 題 が 多 い。 そ こで、 プ トレ ッ シ
ン とオ ル ニ チ ンの構 造 的相 違 に着 目 し、 ア ル キ ル ス ル ホ ン酸 誘導 体 との イ オ ン対 生
成 と、HPLC用 逆 相 担 体 を充 て ん した カ ー トリ ッジ を用 い る 固相 抽 出法 とを組 み合














キ ュ ベ ー シ ョ ン混 合 物 にISを 添 加 、5mMオ ク タ ンス ル ホ ン酸 ナ ト リ ウ ム(SOS)-
0.IM酢 酸(5m1)で 希 釈 し 、 あ ら か じめ 同 溶 液 で 平 衡 化 し たSep-pakC18カー ト リ ッ
ジ に 通 導 し た 。 つ い で 、15%ア セ トニ ト リ ル を含 む5mMSOS-0.1M酢 酸(6m1)
で 洗 浄 し蛋 白 お よ び オ ル ニ チ ン を 除 去 後 、 ア セ トニ ト リ ル ー 水(2:1)でプ ト レ ッ シ
ン を 溶 出 した 。 溶 出 液 を 減 圧 濃 縮 後 、 残 渣 を0.1Mホ ウ酸 緩 衝 液(pH8.5)に 溶 解 し、
誘 導 体 化 剤4の ピ リ ジ ン 溶 液 を加 え 誘 導 体 化 後HPLC分 析 に 付 し た 。 本 法 に お け
る 回 収 率 を 、 プ ト レ ッ シ ン の2水 準(0.31、3.lnmo1)で求 め た と こ ろ 、 各 々82.7、






















適用 した と ころ、 イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン時 間 とプ トレ ッ シ ン生 成 量 の 間 に 良好 な 直線





















3-4ラ ッ トお よび モ ル モ ッ ト脳 内 γ一ア ミ ノ酪 酸 の測 定
γ一ア ミノ酪 酸(GABA)は 、 抑 制 性神 経伝 達物 質 と して 注 目 され て お り、 神 経
生 理 学 上 脳 内 レベ ルの 測定 が 重 要 とされ る18)。そ こで 、先 に ア ミノ酸 用 誘 導 体 化
剤 と して有 用 性 を示 した10を 用 い ラ ッ トお よ びモ ル モ ッ ト脳 内GABAの 測定 を
試 み た。 まず 、 カ ラ ム に逆相 系 のTSKge10DS-80TMを用 い、GABAと 脳 内 に共
存 す る主 な ア ミ ノ酸19)と のHPLC分 離 を検 討 した。 そ の結 果 、移 動 相 に アセ ト
ニ トリル ー0.5%酢酸 ナ トリ ウ ム(pH4.0)(2:3)を用 い る時 、 他 の ア ミノ酸 の 妨 害 を
受 け る こ とな く測 定 し得 る こ とが判 明 した(TableIV)。な おISに は δ一ア ミ ノ吉 草
酸 を用 い た。
つ いで ク リー ン ・ア ップ法 を吟味 し、 測定 手 順 を以 下 の様 に設 定 した(Fig.18)。















































ナ イ ズ 後 遠 心 除 蛋 白 し、 上 清 の一 部 を トリエ チ ル ア ミン でpH8.0に調 整 後 、 誘導 体
化 剤10と70℃ 、30min反応 させ た。 過 剰 の試 薬 をエ ー テ ル で 除 去 後 、水 層 を
HPLC!EcD分析 に付 した(Fig.19)。ち な み に、HDvお よ び移 動 相 の変 動 に伴 う溶
出 挙 動 の 変 化 を利 用 し ク ロマ トグ ラ ム上 ピ ー ク の 同定 を行 った が 、不 純 ピ ー ク の重


























(S/N=5、0。5nAfullscale)と高 感 度 で あ り、 ま た 、1.0、5.Oμg添 加 時 の 回 収 率 も















本法 は、従 来 の方法20)に比 して10倍 高感度 であ り、 しか も選択性 に優 れる
こ とか ら今 後脳 内GABAの 測定 に威 力 を発揮 す る もの と期待 される。
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第4節 光学異性体分離用誘導体化剤
4-1各 種 光学活性 誘導体 化剤 の調製
薬物 には、分子内 に不 斉 中心 を持 ち なが ら、生産規 模で の調製が 困難 なため、
ラセ ミ体 と して臨床 に提供 され ている ものが少 な くない。 しか し、光 学対 掌体 間で
薬 理活性 のみ ならず、吸収 、分布 、代 謝、排泄 などが相 互 に異 なるこ とも指摘 され
てお り21)、これ らの体 内動態 を的確 に把握す るこ とは、薬物 の有効性 、・安全性 を
確保 す る上 に極 め て重要 な課 題で ある。HPLCに よる光 学対 掌体 の分離 には、光 学
活性 な固定相 あ るい は移動相 を用 いる直接法 と、光 学活性 な誘導体 化剤 に よ りジ ァ
ステ レオマ ー に誘導 し通常 のカ ラムで分離 する間接法 に大別 され る22)。これ らの
うち後 者 は、操作 が煩雑 になる もの の高感度化 が可 能であ り、体液 中の微 量光学異
性薬物 の測定 に適 してい る。
光学 活性 プ レラベ ル化 剤 は、構造上 反応活性基 および検 出器 に対 して高感度 な





ま た ・ 生 成 す る ジ ァ ス テ レ オ マ ー の 分 離 は 、 こ れ ら不 斉 中 心 の 化 学 構 造 、 す な わ ち
置 換 基 の 大 き さ 、 立 体 配 座 、 お よ び 不 斉 中 心 問 の 距 離 に よ り大 き く影 響 を 受 け る 。
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従 来 、 ジ ァ ス テ レ オ マ ・一の 分 離 に は 水 素 結 合 な ど の 相 互 作 用 を 利 用 す る の が 有 利 と
さ れ 、 シ リ カ 系 の カ ラ ム を 用 い る順 相 モ ー ドが 繁 用 さ れ て い る 。 し か し ・ 充 て ん 剤
の 高 性 能 化 に 伴 い 、 生 体 試 料 中 薬 物 の 測 定 に よ り有 利 と さ れ る 逆 相 モ ー ドで も こ れ
ら の 分 離 が 可 能 と な っ て 来 て い る 。 そ こ で 水 系 移 動 相 で 威 力 を発 揮 す るECDに 着
目 し、 新 規 光 学 異 性 体 分 離 用 誘 導 体 化 剤 と し て 、R-(一)-1-ferrocenylethylamine
(12b)およ びS-(+)-1-ferrocenylpropylamine(13b)を開 発 し、 そ の 有 用 性 を検 討 し
た 。
ま ずTverdokhlebovらの 方 法23}に 準 じacetylferrocene、propionylferrocene
を 出 発 原 料 と し、 そ れ ぞ れ を オ キ シ ム に導 い た 後 、RaneyNiを 用 い る還 元 に付 し
目 的 とす る ア ミ ン を ラ セ ミ体(12a,13a)と し て 得 た(Fig,21)。つ い で ラ セ ミ体 を
(一)-2,3:4,6-di-0-isopropylidene-2-keto-L-gulonicacid((一)-DAG)との 塩 に 変 え た 後
分 別 結 晶 に 付 し24)、R-(一)-1-ferrocenylethylamine(12b)、S-(+)-1-ferrocenyl-
propylamine(13b)を得 た 。 こ れ ら をN一 ア セ チ ルーL一フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を 用 い る ジ ア
ス テ レ オ マ ー 法 お よ び β一シ ク ロ デ キ ス トリ ン固 定 化 カ ラ ム に よ る 直 接 法 に よ っ て











4-2光 学活性誘 導体化 剤 の反応性 とジァステ レオマー の分離
ア ミ ド結 合 の形 成 に は、 ま ず カ ル ボ キ シ ル基 を活 性 な形 に変換 す る こ とが必 要
であ り、 こ の ため カル ボ キ シル基 を持 つ微 量 成 分 を測定対 象 とす る 誘導体 化法 で は 、
しば しば定 量 的 縮 合 条 件 の設 定 が 困 難 とな る。 ペ プ チ ド合 成 に広 く用 い られ る カ ル
ボ ジ イ ミ ド法 は、N一ア シ ル イ ソ尿 素 の副 生 や ラ セ ミ化 が 欠 点 と され て き たが25)、
近 年1一ヒ ドロキ シベ ン ゾ トリ ァ ゾ ー ル(HOBT)な どのN一 ヒ ドロ キ シ誘 導 体 を添 加
す る こ とに よ り、 こ う した問 題 も克 服 し得 る こ とが 明 らか に され て い る2'6)。そ こ
で 、 モ デ ル化 合 物 と して α一ア リル プ ロ ピオ ン酸 系 抗 炎 症 薬 イ ブ プ ロ フェ ン を用 い
カル ボ ジ イ ミ ド法 に よる光 学 活 性 ア ミ ン(12b、13b)との 縮合 条 件 に検 討 を加 え た。
そ の結 果 、 い ず れ の誘 導 体 化 剤 もHOBTお よ びWSC存 在 下 塩 化 メ チ レン ー ピ リジ
ン(4:1)中、4℃ 、2時 間 で定 量 的 に ア ミ ドを与 え る こ とが 判 明 した。 本 反 応 条 件













っ い で、 イ ブ プ ロ フ ェ ン、 ナ プ ロキ セ ン と誘導 体 化 剤12b、13bと の ジ ア ス テ
レオマ ー のHPLC分 離 を検 討 した とこ ろ、 カ ラ ム に逆 相 系DevelosilODS-5を、移
動 相 に ア セ トニ トリル ー1.5%酢 酸 ナ トリ ウム(pH5.0)を用 い る 時光 学対 掌 体 は
明確 に分 離 され る こ とが判 明 した(Fig.22)。ひ きっづ き、4種 のN一ア セ チ ル ア
ミ ノ酸(ア ラニ ン、 バ リ ン、 ロイ シ ン、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン)を 取 り上 げ、 同様 光 学 対
掌 体 の分 離 を検 討 した とこ ろ、 移 動 相 にテ トラ ヒ ドロ フ ラ ンー1.5%酢 酸 ナ トリウ





















































































こ れ ら生成 した ジ ァス テ レオマ ー の電 気 化 学 的 性 質 を直列 型2作 用 電極 を有 す
る ア ンペ ロ メ トリ ック型検 出器 を用 い て検 討 した。12bと の ジ アス テ レオマ ー を
第1電 極 で酸 化 し、 ひ きつ づ い て第2電 極 で還 元 した際 のHDVを そ れ ぞ れFig.
23a、bに示 した。 い ず れ もこ れ まで と同様 、E1/2が+330mVと易 酸 化 性 で あ る う
え に、 そ の酸 化 成 績体 は、 容 易 に還 元 を受 け、 フ ェ ノ ー ル 、 カテ コー ル 、 芳香 族 ア
ミ ン等 代 表 的 な 電気 化 学 活 性 物 質 の共 存 下 で も選 択 的 な検 出 が 可 能 と考 え ら れ る。































以上 の よ うに、ECD用 光 学活性 誘導体 化剤12b、13bは、感度、選択性 に優
れ、今 後生体 内カルボ ン酸光 学対 掌体 の測定 に威力 を発揮 する もの と期待 される。
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第2章
Cookson型誘 導 体 化 剤 の 開 発
第1節 序
ビタ ミ ンD3は 、 皮 膚 に お い て7一デ ヒ ドロ コ レス テ ロ ー ル(7-DHC)の紫外 線
照 射 お よび熱 異 性 化 に よ り合成 され 、食 品 よ り摂取 され た も の と と もに肝 臓 で水 酸
























ミ ンDの ヒ ト体 内 に お け る主 要 な代 謝 物 で あ り、 血 中濃 度 が ビ タ ミ ンDの 供 給 量 の
指 標 と され る 。25-OHD3は さ ら に腎 で1α,25一ジ ヒ ドロ キ シ ビタ ミ ンD3
(1,25-(OH)2D3)に代 謝 され るが(Fig.24)、こ れ は、 血 中 カ ル シ ウ ム濃度 の維 持 に
重 要 な役 割 を果 た す ば か りか 、細 胞 の分 化 誘 導 の促 進 お よび抗 腫 よ う薬 と して も注
目 され て い る27)。 この た め 、 こ れ ら一 連 の ビ タ ミ ンD代 謝物 の体 内 レベ ル を的 確
に把 握 す る こ とが重 要 視 され 、信 頼度 の 高 い測 定 法 の開 発 が強 く望 まれ て い る。 し
か し、 いず れ も分 子 内 に検 出器 に対 し高 感度 に応 答 す る原 子 団 を持 たず 、 しか も光 、
熱 に よ り容 易 に異 性 化 す る な ど不 安 定 な た め 、従 来 か ら知 られ て い る誘 導 体 化 法 が
適 用 しに く く、 感 度 、特 異 性 に優 れ る プ ロ フ ィル分 析 は極 め て困 難 と され る28)。
一 方 ・ ビ タ ミンD関 連 化 合 物 の合 成 に際 し、Cookson試薬(4-phenyl-1,2,
4-triazoline-3,5-dione)29)が、不 安 定 な ジエ ン構 造 の保 護 基 と して利 用 され て お
り30)、 ビ タ ミ ンDの △5'1。(19)ジエ ン と も緩 和 な 条件 下 反応 す る こ とが 知 られ て
い る31)(Fig.25)。そ こで 、HPLCに よる ビ タ ミ ンD代 謝物 の 高感 度 プ ロ フ ィ ル分
析 法 の確 立 を 目 的 と し、 共 通 す る共 役 ジ エ ン構 造 に着 目 し、 発 色 団、 発 蛍 光 団 を配














第2節 各 種Cookson型 誘 導 体 化 剤 の 調 製
ま ず 、Cookson試 薬 の4位 フ ェ ニ ル 基 をP一ニ ト ロ フ ェ ニ ル 基 、 ナ フ チ ル 基 、
ア ン ス リ ル 基 、 ピ レ ニ ル 基 で 置 き換 え た ラ ベ ル 化 剤(4-(P-nitrophenyl)-1,2,4-
triazoline-3,5-dione(15)、4-(1-naphthyl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione(16)、4-(1-
anthryl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione(17)、4-(1-pyrenyl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione
(19))を既 法32)に 準 じ調 製 した(Fig.26)。さ ら に、 立 体 障 害 お よ び 消 光 な ど を 考
慮 し て ス ペ ー サ ー を介 した4-(9-anthrylmethyl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione(18)、
4{2-(pyrenyl)ethyl]-1,2,4-triazoline-3,5-dione(20)、4-{N-[1-(pyrenyl)methyl-
ideneamino]}-1,2,4-triazoline-3,5-dione(21)を同 様 調 製 し た 。 す な わ ち 対 応 す る カ
ル ボ ン酸(a)を ジ フ ェ ニ ル リ ン酸 ア ジ ド(DPPA)と 反 応 さ せ て 酸 ア ジ ド(b)と し た
後 、Curtius転位 に 付 し イ ソ シ ァ ネ ー ト(c)に 導 い た 。 つ い で 、 こ の も の を 単 離 す
る こ と な く カ ル バ ジ ン酸 エ チ ル エ ス テ ル と 縮 合 さ せethoxycarbonylsemicarbazide
(d)に誘 導 後 、 ア ル カ リ で 閉 環 し得 ら れ た ウ ラ ゾ ー ル 体(e)を次 亜 塩 素 酸t一ブ チ ル
(t-BuOC1)で酸 化 し て 目 的 とす る4一 置 換 一1,2,4-triazoline-3,5-dioneを合 成 し た 。 こ
















































第3節 各 種Cookson型誘導体化剤 の反応 性 と付加体 の諸性 質
まず 、Cookson試薬(14)と7-DHCお よび ビ タ ミンD3と の反 応 性 を精 査 した 。
7-DHCと種 々 のモ ル比 の14を 氷 冷下5分 間放 置 し付 加 体 生 成 の様 相 を調 べ た と こ
ろ 、 す み や か に しか も定 量 的 に反 応 の完 結 す る こ とが 判 明 した(Fig.27a)。な お こ
の 時 反 応 溶 媒 に は 、 試 薬 の安 定 性 、溶 解 性 を考 慮 して酢 酸 エ チ ル を用 い た。 ま た、













つ い で ビ タ ミンD3と の縮 合 につ い て検 討 した。 そ の結 果7-DHCの 場 合 に比
し反 応 速 度 は劣 る もの の 、25℃、30分 で定 量 的 に反 応 の進 行 す る こ とが 判 明 した
(Fig.28)。本 反 応 で は ビ タ ミ ンD3の α一側 、 β一側 で付 加 した成 績体 を与 え る こ と
が 知 られ て い る が31)、HPLCで そ の 量 比 を求 め た とこ ろ約85:15で あ っ た。 さ
らに今 回 調 製 した他 の 誘 導 体 化 剤 を用 い7-DHCと の縮 合 反応 を同様 に検 討 した が ・





































つ いで 、14と の付 加体 をベ ンゼ ン中100分 間加 熱 還流 し熱 安 定 性 を精 査 した
と こ ろ、 わ ず か に分 解 が 見 られ るの み で あ っ た。 これ に比 し・ ビ タ ミ ンD3そ れ 自
身 で は、 本 条件 下15%し か 回収 されず 、 誘 導体 化 が 安定 化 に も大 き く寄 与 して い
る こ とは明 らか で あ る(TableVII)。なお18、21と の付 加 体 は、 分 解 あ る い は異
性 化 す る な ど安 定 性 に難iがあ っ たが 、他 の誘 導体 化 剤 との付 加 体 は14の 場 合 と同
















ひ きつ づ き、 誘 導 体 化 剤 と7-DHCと の付 加 体 のUV、 蛍 光 検 出 に お け る 感 度
を比 較 した 。 そ の結 果 、 トリァ ゾ リ ンの4位 に 直接 発 蛍 光 団 を配 した 誘 導 体(16、
17、19)は、 予 想 に反 し蛍 光 強 度 が 弱 く、 逆 にUV検 出器 に対 して よ り高 感 度 な応
答 を示 した(TableVIII)。こ こ で、17の 付 加 体 、 そ の ス テ ロイ ド核 上 △6の還 元 成
績 体 お よび17eの 蛍 光 ス ペ ク トル を比 較 した とこ ろ、3者 間 に差 が見 られ ず 、付 加
体 の蛍 光 強 度 の低 下 は 、 トリァ ゾ リン中 の ウ レイ ド構 造 に起 因 す る もの と推 測 され
た 。 一 方 、発 蛍 光 団 と トリ ァ ゾ リ ン との 問 に ア ル キ ル スペ ーサ ー を介 した誘 導 体化
剤(20)と の付 加 体 は、 検 出 限 界25fmolと 強 い蛍 光 を示 した が 、 ク ロマ トグ ラ ム
上 α お よび β体 に基 づ くピー クが 単 一 ピー ク に収 厳 しな か っ た。 蛍 光 検 出法 は
ECDと 同様 感 度 の み な らず 選 択 性 に優 れ て お り、 これ らの知 見 は今 後Cookson型
蛍 光 プ レラベ ル化 剤 を 開発 す る うえ で役 立 つ もの と思 わ れ る。 以 上 の結 果 ア ン トラ
セ ン を配 した 誘 導 体 化 剤17が 、 ク ロマ トグ ラ ム上 単 一 ピ ー ク を与 え、 しか も253
nmに ε=1.6x105と極 め て強 いUV吸 収 を有 し、検 出 限界 が60fmo1に も達 す る
付 加 体 を容 易 に生成 す る こ とか ら、UV検 出用 プ レラベ ル化 剤 と して有 用 で あ る こ





















一◎N。 、 2881.4 1.0
⇔ 2840.86 1.0 330370 》1000
1::二 25316 0.06 330410 0.9
「ミ 黛
1、 黛




2456.1 0.44 342397 0,025
∠
第4節 ヒ ト表 皮 脂 質 中7一デ ヒ ドロ コ レス テ ロ ー ル の定 量
皮 膚 中 に存 在 す る7-DHCは、 紫 外 線 に よ り光 化 学 的 に 開環 した後 、体 温 に よ
り ビタ ミンD3に 熱 異 性 化 され る。 近 年 、 加 齢 との 関係 か ら皮 膚 に お け る7-DHC
の レベ ルが 注 目 され33)、そ の 測 定法 の確 立 が 望 まれ て い る 。
7-DHCは、 そ れ 自身ECDに 応 答 す る こ とか らHPLCに よ る直 接 分析 も報 告 さ
れ てい る34)。 しか し、 高 い加 電 圧 を要 す る こ とか ら、 共存 す る内 因性 妨 害 物 質 の
影 響 を避 け難 く、 十 分 な結 果 が得 に くい。 一 方 、水 酸 基 を誘 導体 化 す る蛍 光 ラベ ル
化 法 も報 告 され て い る が35)、多 量 に共存 す る脂 質 の影 響 が 問 題 とな る。 そ こ で、

















ヒ ト上腕 部 表皮 をn一ヘ キサ ンー エ タ ノ ー ル(1:1)を用 い カ ップ法36)で抽 出 後 、
ISとして7-dehydro一β sitosterolを添 加 し、 角 質 断 片 を グ ラス フ ィ ル ター で ろ去 し
た 。 ろ液 を減 圧 濃 縮 後 、 塩 化 メ チ レ ン中17と 氷 冷 下10分 誘 導 体 化 を行 な っ た。 反










を除 去後 、 カラ ム に逆 相 系 のYMC・GELC8せ 、 移動相 に メタ ノール ー水(5:1)を、
検 出 に253nmのUV吸 収 を用 い るHPLC分 析 に付 した。 本 法 で測 定 した 時 の
7-DHCの回収 率 は93.4%(n=6、C.V.<5%)と満 足 すべ き成 績 で あ った 。Fig.31
に ヒ ト表 皮脂 質 中7-DHCを測 定 した時 の ク ロマ トグラ ム を示 した。 簡 単 な前 処 理
に もか か わ らず ク ロマ トグ ラ ム上 爽雑 物 に よ る妨 害 もな く、7-DHCが 極 め て大 き
いSIN比 で検 出 され てお り、本 法 の有 用 性 が 立 証 され た。 ち な み に こ の時 の 測定
値 は、8.lng!cm2であ っ た。
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結 論
以上 、HPLCに よる生体 試料 中微量生 理活性物質の高感度、高選択 的測定法 の
確 立 を目的 とし、検 出指 向誘導体化法 につい て検 討 を加 えた。
す なわち第1章 で は、 電気化 学活性基 と して易酸化 性で酸 化還元 の可逆 性 に富
む フェ ロセ ンを選択 し、反応 活性基 にそれぞれマ レイ ミ ド、あ るいは コハ ク酸 イ ミ
ドエ ステ ル、 イ ソシアネー トを配 したチオール、 ア ミンを対 象 とす る誘 導体化剤 を
調製 し、 これ らの諸性 質 について検 討 した。 その結 果、いずれ も測定対 象物 と緩和
な条件 下容 易 に縮合 し、ECDに対 し高感度 に応答 す る成 績体 を定量 的 に与 え るこ
とが判明 した。 さらに本 誘導体化剤 を生体 試料 中生理活性物 質の測定 に適用 し、直
列 型2作 用 電極 を備 え る検 出器 と組 み合 わせ る とき感度 のみな らず、選択 性 に極 め
て優 れ る測定 の可能 な こ とを実証 した。 さ らに、反応 活性基 としてア ミノ基 を配 し
た光学 活性 誘導体 化剤 を調製 し、 これが逆相 系HPLCに よる α一ア リルプ ロピオ ン
酸系抗 炎症薬 お よびN一アセチ ルァ ミノ酸 等 のカルボ ン酸光学対掌体 の分 離 に極 め
て優 れる こ とを明 らか に した。
つづ いて第2章 では、 ビタ ミンD代 謝物の高感度一斉分析法 の確立 を目的 とし、
共 役 ジエ ン構造 をターゲ ッ トと した種 々の発 蛍光 団、発色 団 を有 す るCookson型
誘 導体化 剤 を調製 した。 これ らは、緩和 な条件下、不安定 な対象成分 と安定 な付加
体 を与 え、従 来困難iとされ た ビタ ミンD関 連化合物 の誘導体化 に有用 であ るこ とが
判 明 した。今後 ビタ ミンD代 謝物 の高感度 プ ロフィル分析 法 の確立 に大 きく役立つ
もの と考 え られ る。
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実 験 の 部
融 点 は 柳 本 微 量 融 点 測 定 装 置 を用 い 、 未 補 正 。 旋 光 度 は 日本 分 光DIP-4
Spectrometerを、1H-NMRス ペ ク トル はtetramethylsilaneをISとし、 日本 電 子
FX-90A(90MHz)、FX-100(100MHz)、FX-100S(100MHz)、FX-270(270MHz)、
GX-500(500MHz)を用 い て 測 定 し た 。 ま た 、 略 号 と してs=singlet、d=doublet、
t=triplet、q=quartet、m=multiplet、br=broad、dd=doubletofdoubletsを用 い た 。 マ
ス ス ペ ク トル(MS)は 、 日立M-52G、M-80、 日本 電 子JMS-01SG-2、JMC-IAを 、
赤 外 吸 収(IR)ス ペ ク トル は 日 本 分 光A-202お よ び 島 津IR-460を 、 蛍 光 、UVス ペ
ク トル は そ れ ぞ れ 島 津RF-5000、 ユ ニ オ ンSM-401を 用 い 測 定 し た 。 カ ラ ム ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、TLCに は そ れ ぞ れMerck社 製Kieselgel60およ びKieselge160
HF2s4を 使 用 し た 。
第1章 第2節 付属 実験
高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ は 、Waters510にESA5100ク ー ロ メ ト リ ッ クECD
を 接 続 して 用 い 、 ポ ー ラ ス グ ラ フ ァ イ トを 作 用 電 極 とす るESA5020、5011セ ル を
そ れ ぞ れ ガ ー ドセ ル 、 分 析 用 セ ル と し て 測 定 し た 。 な お 、 ガ ー ドセ ル は 、 移 動 相 中
の 不 純 物 を 酸 化 除 去 す る 目 的 で ポ ン プ と イ ン ジ ェ ク タ ー の 問 に 配 置 し、 分 析 用 セ ル
の そ れ よ り+50mV高 電 位 に 設 定 した 。 カ ラ ム に は 逆 相 系 のYMC・GELC8(5μm 、
15cmxO・4cmi・d・)を室 温 で 用 い 、 流 速 は1ml/minに 設 定 し た 。(Dimethylamino-
methyl)ferroceneはAldrich社製 を 、ferrocenecarboxylicacid、1,r-dimethyl-
ferroceneは東 京 化 成 工 業 社 製 を 用 い た 。 な お 、1,1'-dimethylferrocene中に 混 在 す
るmonomethylferroceneは、TOSOH社 製 逆 相 系 充 て ん 剤ToyoPakODSカ ラ ム に
て 除 去 し た 。
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N-(Ferrocenyl)maleimide(1)
Furdikらの 方 法1。)に 準 じてf¢rroceneより調 製 。 エ ー テ ル か ら 再 結 晶 し、 濃





Falkらの 方 法11)に 準 じ1,r-dimethylferroceneより調 製 し た1,1'-dimethyl-
ferrocene-3.carboxylicacid(2a)(100mg)を、 無 水 ベ ン ゼ ン(3ml)中PC13(0.8ml)
と60～70℃ 、3hr撹 搾 後 、 室 温 一 夜 放 置 。 溶 媒 を留 去 後 、 得 られ た 酸 ク ロ リ ド
(2b)(100mg)を無 水 ア セ ト ン(0.5ml)に溶 解 し、 氷 冷 下NaN3(50mg)の 水
(0.lml)溶液 を 加 え て 、 室 温30min撹 搾 。 反 応 液 を エ ー テ ル で 抽 出 し、 有 機 層 を 水
洗 後 、 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を留 去 し酸 ア ジ ド(2c)(90mg)を榿 色 油 状 物 質 と
し て得 。High-resolutionMSm/z:283.0415(M+)(CalcdCi3Hi3FeN30:
283.0409)。
2c(90mg)をベ ン ジ ル ア ル コ ー ル(0.2ml)中、120℃ 、15min加 熱 し、 カ ル バ
メ ー ト(2d)に 変 換 後 、 反 応 液 に10%KOH(2m1)を 加 え 、N2気 流 中4hr還 流 し 、
加 水 分 解 に付 す 。 反 応 液 を エ ー テ ル で 抽 出 後10%HClで 逆 抽 出 。 水 層 を10%
NaOHで 塩 基 性 と しエ ー テ ル で 再 抽 出 し、 有 機 層 を 水 洗 後 、 無 水Na2SO4で 乾 燥 。
溶 媒 留 去 し、 ア ミ ン(2e)(15mg)を赤 色 油 状 物 質 と し て 得 。MSm!z:229(M+)。
2e(15mg)とmaleicanhydride(10mg)をCHC13(1m1)に溶 解 し、 室 温 で 一 夜
放 置 。 反 応 液 を 濃 縮 後 残 渣 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム(15cmxO.6cmi。d.)ク ロ
マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(1:1)溶出 画 分 よ り得 ら れ る 粗 結 晶 を エ
ー テ ル ーMeOHよ り再 結 晶 し、 マ レ ア ミ ン 酸 誘 導 体(2f)(15mg)を茶 紫 色 板 状 晶 と
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し て 得 。mp147～149℃ 。High-resolutionMSm/z:327・0567(M)(Calcd
C16H17FeNO3:327.0557)。
2f(15mg)とAcONa(60mg)を 無 水 酢 酸(1m1)中 、60～80℃ 、4hr加 温 。 反 応
液 を 氷 水 中 に 注 ぎ30min撹 拝 後 工 一 テ ル で 抽 出 。 有 機 層 を5%NaHCO3、 水 で 順
次 洗 浄 し 、 無 水Na2SO4で 乾 燥 後 溶 媒 を 留 去 。 得 ら れ た 残 渣 を ベ ン ゼ ン を 用 い る
preparativeTLCに付 し 、RfO.47の ス ポ ッ ト よ り得 た 残 渣 をエ ー テ ル よ り再 結 晶 し、





既 報 に 従 い12)(dimethylaminomethyl)ferroceneから 調 製 し た2-ferroceny1-
ethylamine(3e)(400mg)とmaleicanhydride(200mg)をCHC13(2ml)に 溶 解 し 、
室 温 で 一 夜 放 置 。 常 法 に 従 い 処 理 後 得 ら れ た 残 渣 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム
(15cmxO.6cmi.d.)ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(1:1)溶 出 画 分
をMeOH-CH2C12よ り 再 結 晶 し マ レ ア ミ ン 酸 誘 導 体(3f)(400mg)を 濃 茶 色 板 状





3f(400mg)とAcONa(60mg)を 無 水 酢 酸(1m1)中 、60～80℃ 、4hr加 温 。 反
応 液 を2fと 同 様 に 処 理 後 、 ベ ン ゼ ン を 用 い るpreparativeTLCに 付 し 、RfO.40の
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画 分 をAcOEtで 溶 出 。 エ ー テ ル よ り 再 結 晶 し 目 的 と す るN-(2-ferrocenylethyl)-




N-Acetyl-L-cysteineの誘 導 体 化
N-Acetyl-L-cysteine(1μ9)をImMEDTAを含 む1/15Mリ ン酸 ナ ト リ ウ ム カー
リ ウ ム緩 衝 液(pH6.8、0.4ml)に 溶 解 後 、 こ れ に 各 誘 導 体 化 剤(5.5μg)の ア セ ト
ン(0。1m1)溶液 を 添 加 し氷 冷 下 放 置 。 一 定 時 間 後 に 反 応 液 の 一 部 を 取 りHPLCに
注 入 し た 。HDV測 定 の 場 合 は 反 応 液 をエ ー テ ル ーn一ヘ キ サ ン(1:1、2mlx3)で 抽●
出 、 過 剰 の 誘 導 体 化 剤 を 除 去 後 、 水 溶 液 の 一 部 を カ ラ ム にYMC・GELC8(5μm、
15cmxO・4cmi・d・)を・ 移 動 相 にCH,CN-0.32%リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液(pH
5.0)(2:5)を用 い るHPLCIECD分 析 に付 し た 。
ヒ ト血 中glutathioneの定 量
採 血 後 直 ち に1mMEDTAを 含 む1/15Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム カー リ ウ ム緩 衝 液
(pH6・8)で20倍 希 釈 し 、 そ の0.1mlに、N・ace匡yl-L-cysteine(1μ9)を含 む1/15Mリ
ン酸 ナ ト リ ウ ム ーカ リ ウ ム緩 衝 液(pH6 .8、0.44ml、1mMEDTAを 含 む)お よ び1の
0.5%ア セ トン 溶 液(50μ1)を 加 え よ く混 和 し、 氷 冷 下30min放 置 。 過 剰 の 誘 導 体
化 剤 を エ ー テ ル ーn一ヘ キ サ ン(1:1、2mlx3)で 抽 出 除 去 。 水 層 に ア セ トン(2ml)を
加 え1100g、5min遠 心 し、 上 清 をN-acetyl-L-cysteineと同 様 の 条 件 で
HPLCIECD分 析 に付 し た 。
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マ ウス 肝 組 織 中glutathioneの定 量
摘 出 した雄 性 マ ウス肝 を生 理 食 塩水 で 洗 浄 後 、1mMEDTAを 含 む1/15Mリ ン
酸 ナ トリ ウ ム カー リ ウ ム緩 衝 液(pH6.8)中で5min煮 沸 。 つ い で ホ モ ジ ネー ト後 、
そ の一 部 を、 血 中glutathioneの場 合 と同様 に処 理 した。 ま た、 蛋 白量 は 、 ウ シ血
清 ア ル ブ ミン を対 照 と しLowry法37)に よ り求 め た。
第1章第3節付属実験
高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ は 、WatersALCIGPC202あ る い はTOSOHCCPDに 、
ECDと し て 柳 本VMD501(ア ン ペ ロ メ ト リ ッ ク 型 、 作 用 電 極:グ ラ ッ シ ー カ ー ボ
ン 、 直 列2作 用 型;参 照 電 極:Ag/AgCl)あ る い は エ イ コ ムECD-100(ア ン ペ ロ メ
ト リ ッ ク 型 、 作 用 電 極:グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン;参 照 電 極=Ag/AgCDを 接 続 し て 測
定 し た 。 カ ラ ム に は 逆 相 系 のYMC・GELC8(5μm、15cmxO.4cmi.d.)あ る い は
TSKgelODS-80TM(5μm、15cmxO.4cmi.d.)を 室 温 、 流 速1ml/ininで用 い た 。
L-OrnithinedecarboxylaseはSigma社製(E.coli由来 、0.63unitlmgprotein)を
用 い た 。
N-Succinimidyl3-ferrocenylpropionate(4)
3-FerrocenylpropionicacidよりTanakaら の 方 法6a)に 準 じ て 調 製 し た 。
N-Succinimidyl3-(3,1'-dimethy!ferrocenyl)propionate(5)
Falkら の 方 法 「1)に準 じ1,1'-dimethylferroceneから調 製 し た1,r-dirnethyl-
ferrocenecarbaldehyde(100mg)をピ リ ジ ン ー ピ ペ リ ジ ン(20:1、2.1ml)に溶 解 し
malonicacid(100mg)と80～90℃、2hr加 熱 。 反 応 液 をAcOEtで 抽 出 し、5%HC1、
水 で 順 次 洗 浄 。 無 水Na2SO4で 乾 燥 後 濃 縮 し、 残 渣 を シ リ カ ゲ ル を用 い る カ ラ ム
(12cmxO.6cmi.d.)クロ マ トグ ラ フ ィ ー で 精 製 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(4:1)溶出 画 分
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を エ ー テ ル よ り 再 結 晶 し 、3-(3,r-dimethylferrocenyl)acrylicacid(48mg)を茶 色 粉





Acrylicacid体(100mg)をEtOHに 懸 濁 後 、5%Pd-C(60mg)触 媒 下 、H2気
流 中 室 温 で4hr撹 拝 。 触 媒 を ろ 去 し 、 溶 媒 を 留 去 し て3-(3,1'-dimethylferrocenyl)-




調 製 し たpropionicacid体(50mg)のCH3CN(2ml)溶 液 にN-hydroxy-
succinimide(25mg)お よ びWSC・HCI(50mg)を 加 え 室 温 一 夜 放 置 。 反 応 液 を
AcOEtで 希 釈 後 手 早 く 水 洗 し 有 機 層 を 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 、 残 渣 を シ
リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム(18cmxlcmi.d.)ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 。 ベ ン ゼ ン
溶 出 画 分 を 濃 縮 し 目 的 と す るN-succinimidyl3-(3,1'-dimethylferrocenyl)propionate





Ferrocenylamine(1e)(46.5mg)のCH3CN(1m1)溶 液 に 、N,N'一
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disuccinimidylcarbonate(75.4mg)のCH3CN(2ml)溶液 を室 温3hrで 滴 下 。 反 応 液
を 濃 縮 後 、 残 渣 をpreparativeTLCに付 す 。 展 開 溶 媒 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(2:1)で、
RfO.58を示 す 画 分 をAcOEtで 溶 出 。 溶 媒 を留 去 し 目 的 とす るN-succinimidyl
ferrocenylcarbamate(6)を黄 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。
N・Succinimidyl2-ferrocenylethylcarbamate(7)
2-Ferrocenylethylamine(3e)(100mg)のCH3CN(1.5m1)溶液 に 、N,N'-di-
succinimidylcarbonate(140mg)のCH3CN(5m1)溶液 を室 温3hrで 滴 下 。 反 応 液 を
濃 縮 後 、 残 渣 を手 早 くpreparativeTLCに付 す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(2=1)で展 開 し、
RfO.50の 画 分 をAcOEtで 溶 出 。 溶 媒 を 留 去 後 、 ベ ン ゼ ン よ り再 結 晶 し、 目 的 と





中 室 温2hr撹 拝 。 反 応 液 を 濃 縮 し 、 残 渣 を 展 開 溶 媒 に ベ ン ゼ ン ーAcOEt(4:1)を 用
い るpreparativeTLCで 精 製 し 、 目 的 と す るN-(ferrocenyl)isomaleimide(8)を青 紫





N-(2.Ferrocenylethyl)maleamicacid(3f)(200mg)とAcONa(20mg)を 無 水 酢 酸
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(2ml)中、50～60℃ 、15min加 温 。 反 応 液 を エ ー テ ル で希 釈 し、5%NaHCO3、 水
で 順 次 洗 浄 、 無 水Na2SO4で 乾 燥 後 工 一 テ ル よ り再 結 晶 し 目 的 とす るN-(2-





Ferrocenylamine(1e)(300mg)をCS2一水( :3,1.5ml)中、 氷 冷 下5min撹 拝 。
こ れ に83%KOH(0.45ml)を 加 え封 管 し100℃ 、25min加 熱 。 冷 後 、 氷 冷 下ethyl
chloroformate(0.48m1)を加 え1hr撹 搾 し 、67%KOH(O.45ml)を 加 え さ ら に1hr
撹 拝 。 反 応 液 を エ ー テ ル で 抽 出 、 有 機 層 を水 洗 後 、 無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留
去 し残 渣 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム(10cmx1.lcmi.d.)クロマ トグ ラ フ ィ ー で
精 製 。 ベ ン ゼ ン溶 出 画 分 を 濃 縮 し、 目 的 と す るferrocenylisothiocyanate(10)





2-Ferrocenylethylamine(3e)(120mg)を2と同 様 に処 理 した 。 残 渣 を シ リ カ ゲ
ル を用 い る カ ラ ム(10cmx1 .1cmi.d.)クロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 。 ベ ン ゼ ン溶 出
画 分 を濃 縮 し 目 的 と す る2-ferrocenylethylisothiocyanate(11)(5mg)を赤 褐 色 葉 状





Putrescineおよ びDAH誘 導 体 標 品 の 調 製
4(5mg)の ピ リ ジ ン(0.2m1)溶液 にputrescineある い はDAH(各O.5mg)の 水
(O.2ml)溶液 を 加 え 室 温 一 夜 放 置 。 反 応 液 を エ ー テ ル で 希 釈 し、5%HCI、2.5%
NaOH、 水 で 順 次 洗 浄 。N2気 流 中濃 縮 し 、 誘 導 体 を い ず れ も 黄 色 針 状 晶 と し て 得 。
Putrescineとの 誘 導 体:MSm/z:568(M+)。DAHと の 誘 導 体:MSm/z:596
(M+)。
誘 導 体 化 剤 の 反 応 性
β一Phenethylamine・HCI(1μg)の水(0.1m1)溶液 に20倍 モ ル の4、5、7、8、
9を 含 む ピ リ ジ ン(0.lml)溶液 を 添 加 し、 室 温 放 置 。 一 定 時 間 後 、 大 過 剰 の メ チ ル
ァ ミ ン で 反 応 を停 止 、 反 応 液 の 一 部 をHPLCIECD分 析 に付 し た 。 生 成 率 は 、 β一
phenethylamineと等 モ ル のferroceneのピ ー ク面 積 を100%と し て 求 め た 。
Glycine(1μg)の ト リ エ チ ル ァ ミ ン ーCH3CN一 水 溶 液(0.2:50:50、O.lml)
に37倍 量 の10あ る い は11のCH,CN(0」ml)溶 液 を 添 加 し70℃ に 加 温 し、 同
様 に し て 反 応 性 に検 討 を加 え た 。
ODC活 性 の 測 定
Haraguchiらの方 法38)に従 っ て酵 素 反 応 後 、 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン混 合 物 を
5mMSOS-O.1M酢 酸(5ml)で希 釈 。 あ らか じめ5mMSOS-0.1M酢 酸 で 平 衡 化
したSep-pakC18カー トリ ッ ジ に これ を通 導 し、15%CH3CNを 含 む5mMSOS一
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0.1M酢 酸(6m1)で 洗 浄 後 、CH3CN一 水(2:1)(2ml)で目 的 成 分 を溶 出 。 溶 出 液 を
濃 縮 乾 固 後 ・ 残 渣 を0・1Mホ ウ 酸 緩 衝 液(pH8.5)(O.2ml)に溶 解 し、4(200μ9)の
ピ リ ジ ン(O.2ml)溶液 を添 加 。 室 温lhr以 上 放 置 後 、 そ の 一 部 を カ ラ ム にYMC・
GELC8を ・ 移 動 相 に 支 持 塩 と し て0.05MNaClO4を 含 むCH3CN-MeOH一 水
(6:2:5)を用 い るHPLCIECD分 析 に付 した 。
ラ ッ トお よ び モ ル モ ッ ト脳 内GABAの 測 定
Wistar系ラ ッ ト(雄 、150～200g)お よ びHartley系モ ル モ ッ ト(雄 、400～
6009)を断 頭 後 ・ 直 ち に全 脳 を 取 り出 し、 そ の0.339を10%HClO4(4 .8m1)に加
え ホ モ ジ ナ イ ズ 。 そ の 一 部 に5-aminovalericacid(IS、5μ9)の10%HC104
(0.5ml)溶液 を加 え 、 遠 心 分 離(1500g、15min)。上 清(0.1ml)を ト リエ チ ル ァ ミ ン
で ア ル カ リ性(pH約8.0)と した 後 、10と70℃ 、30min加 温 。 過 剰 の10を エ ー テ
ル で 除 去 後 、 水 層 の 一 部 を カ ラ ム にTSKgelODS-80TMを 、 移 動 相 にCH ,CN-
0・5%AcONa(pH4.0、リ ン酸 で 調 整)(2:5)を用 い るHPLCIECD分 析 に 付 し た 。
第1章 第4節 付 属実験
高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ はWaters510、ECDは 柳 本VMD501を 用 い 、 逆 相 系
のDevelosilODS-5カラ ム(5μm、15cmxO .4cmi.d.)を室 温 、 流 速0.5あ る い は
lml/minで用 い た 。 ま た 、 誘 導 体 化 剤 の 光 学 純 度 は β一CD結 合 固 定 相
CYCLOBONDI(フ ナ コ シ)カ ラ ム(5μm、25cmxO.46cmi .d.)を用 い る 直 接 法 、
あ る い は(+)-naproxenを用 い る 誘 導 体 化 法 に よ り検 定 し た 。
N一ア セ チ ル ァ ミ ノ 酸 は 半 井 化 学 社 製 を用 い た 。 光 学 活 性ibuprofenは、(+)一あ
る い は(一)-1-methylbenzylamineとの 塩 の 分 別 結 晶 に よ り、 ま たnaproxenは既 報
26b'。)に従 い
、 エ ナ ン チ オ マ ー を 調 製 し た 。
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1-Ferrocenylethylamine(12a)およ び1-ferrocenylpropylamine(13a)の調 製
Acetylferrocene、propionylferroceneよりTverdokhlebovら の 方 法23)に 準 じ 、
そ れ ぞ れ オ キ シ ム 体 を 経 て1-ferrocenylethylamine(12a)、1-ferrocenylpropyl-
amine(13a)を 調 製 し 、 常 法 通 りHC1塩 に 導 き 、MeOHよ り 再 結 晶 し て 黄 色 針 状 晶




12a、13aの 光 学 分 割
(一)-DAGを用 い るHerrmannら の 方 法24)に 準 じて 行 いMeOHを 用 い る 再 結 晶
に よ り精 製 。12b・(一)-DAG塩:mp224～226℃(文 献 値mp223℃)。13b・
(一)-DAG塩:mpl69～175℃(文 献 値175℃)。(一)-DAG塩 を10%NaOHで 分 解 後 、
エ ー テ ル で 抽 出 し 、 有 機 層 を 水 で 洗 浄 。 無 水Na2SO4で 乾 燥 後 溶 媒 を 留 去 し、 そ れ
ぞれR-(一)-1-ferrocenylethylamine(12b)、S-(+)-1-ferrocenylpropylamine(13b)を得 。
12b:[α]D21-25.So(cニ2.12、ベ ン ゼ ン)(文 献 値[α]D2。-26.3。(c=1、ベ ン ゼ ン))。
13b:[α]D29+59.2。(c=0.60、ベ ン ゼ ン)(文 献 値[α 】D20+58.0。(c=1、ベ ン ゼ ン))。
光 学 純 度 は99%以 上 で あ る こ と をHPLCに よ り確 認 。
N一ア セ チ ル ァ ミ ノ酸 の 誘 導 体 化
N一ア セ チ ル ア ミ ノ 酸(2.5μ9)の ピ リ ジ ン(0.05m1)溶液 に12bあ る い は13b
(300μ9)のCH2Cl2(0.05m1)溶液 、WSC・HCI(1mg)のCH2C12(0.1ml)溶 液 お よ
びHOBT(50μg)のCH2C12一 ピ リジ ン(4:1、O.lml)溶液 を 添 加 し、4℃ 、2hr放
置 後 そ の 一 部 を カ ラ ム にDevelosilODS-5を、 移 動 相 に テ ト ラ ヒ ドロ フ ラ ン ー
1.5%AcONa(pH5.0、酢 酸 で 調 整)を 用 い るHPLCIECD分 析 に付 した 。
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Ibuprofenおよ びnaproxenの誘 導 体 化
Ibuprofenある い はnaproxen(2.5μ9)のテ トラ ヒ ドロ フ ラ ン(0.05ml)溶液 を 、
以 下N一 ア セ チ ル ア ミ ノ酸 と 同様 に 処 理 し、 そ の 一 部 を カ ラ ム にDevelosilODS-5
を 、 移 動 相 にCH3CN--1.5%AcONa(pH5.0、 酢 酸 で 調 整)(2:5)を用 い る
HPLCIECD分 析 に付 した 。
(±)-lbuprofenの12b付加 体 標 品 の 調 製
(±)-lbuprofen(ca.2mg)のテ トラ ヒ ドロ フ ラ ン(0.1m1)溶液 に12b
(ca.20mg)のCH2Cl2(0」ml)溶液 お よ びWSC・HCI(20mg)のCH2C12(1m1)溶 液
を加 え 前 述 と 同 様 に処 理 。 反 応 液 を エ ー テ ル で 希 釈 し 、5%HCI、2%NaOH、 水
で 順 次 洗 浄 し 、N2気 流 下 濃 縮 し付 加 体(ca.2mg)を黄 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。MS
m/z:417(M')。
第2章 第2節 付属 実験
4-Pheny1-1,2,4-triazolinc-3,5-dione(14)
4-Phenylurazole(14e)より 文 献32)に 従 い 調 製 し た 。
4-(p-Nitrephenyl)-1,2,4-triazoline・3,5-dione(15)
出 発 原 料 に ρ一nitrobenzoylchlorideを用 い 、 文 献32)に 準 じ 酸 ア ジ ド(15b)、 イ
ソ シ ア 不 一 ト(15c)を 経 て 調 製 し た 。
4-(1-Naphthyl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione(16)
Ethylcarbazate(1.059)のベ ン ゼ ン(11m1)溶 液 に 氷 冷 下30minで イ ソ シ ア ネ ー
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ト(16c)(1.43m1)を 滴 下 し 室 温1.5hr撹 拝 。 つ い で2hr還 流 し 、 冷 後 生 成 し た 沈 殿
を ろ 取 しEtOH-一 工 一 テ ル よ り 再 結 晶 し てethoxycarbonylsemicarbazide(16d)





16d(546mg)を4MKOH(1m1)中80～90℃ 、30min撹 絆 。 不 溶 物 を ろ 去 後 、 ろ
液 をHC1酸 性 と し 生 成 し た 沈 殿 を 水 洗 し ウ ラ ゾ ー ル 体(16e)を 白 色 無 晶 形 物 質 と し




16e(247mg)をAcOEt(8ml)に 懸 濁 し 、N2気 流 中 氷 冷 し 、 ゆ っ く り と
t-BuOCI(128μ1)を 滴 下 。 さ ら に 室 温45min撹 拝 後 反 応 液 を 減 圧 濃 縮 し 、 残 渣 を
120℃ 、0.15mmHgで 昇 華 精 製 し て 目 的 と す る4-(1-naphthyl)-1,2,4-triazoline-3,5-
dione(16)(45mg)を 赤 紫 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp104～107℃ 。Visibleλmax
(AcOEt):539nm(NニN)(ε153)。
4-(1-Anthryl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione(17)
藤 野 ら の 方 法39)に よ り調 製 し た 酸 ア ジ ド(17b)(522mg)を沸 騰 トル エ ン
(20ml)に加 え 、20min還 流 。 冷 後 、 氷 冷 下ethylcarbazate(233mg)のベ ン ゼ ン
(10ml)溶液 に ゆ っ く り と滴 下 。 室 温1hr、 つ い で100℃1hr撹 搾 し、 冷 後 生 成 した
沈 殿 を ろ 取 。DMF一 水 よ り再 結 晶 しethoxycarbonylsemicarbazid。(17d)(542mg)
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17d(216mg)を4MKOH(8ml)中80～90℃ 、2hr撹 拝 。 冷 後 、HC1酸 性 と し 沈
殿 を ろ 取 。DMF一 水 よ り 再 結 晶 し ウ ラ ゾ ー ル 体(17e)(140mg)を 黄 色 無 晶 形 物 質 と





17e(36mg)をAcOEt(5ml)に 懸 濁 し 、Ar気 流 中 氷 冷 下 、 ゆ っ く り とt-BuOC1
(16μ1)を 滴 下 し そ の ま ま50min撹 拝 。 反 応 液 を2000rpm、15min遠 心 し 目 的 と す
る4-(1-anthry1)-1,2,4-triazoline-3,5-dione(17)をAcOEt溶液 と し て 得 。Visibleλ
max(AcOEt):542nm(N=N)(ε'114)。 な お 、 本 溶 液 は 、4℃ で 保 存 す る と き 少 な
く と も4日 は 安 定 で あ っ た 。
4-(9-Anthrylmethyl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione(18)
Ciganekの方 法4。)に 準 じ9-anthrylmethanolより調 製 し た9-anthrylaceticacid
(18a)(613mg)のDMF(10m1)溶液 に トリ エ チ ル ア ミ ン(O.39ml)およ び
diphenylphosphorylazide(DPPA)(0.61m1)を滴 下 し氷 冷 下2.5hr撹 搾 。 反 応 液 を
エ ー テ ル で 希 釈 後 、 冷5%NaHCO3、 水 で 順 次 洗 浄 。 減 圧 濃 縮 し 、 残 渣 を ア セ ト
ン ー水 よ り再 結 晶 し 酸 ア ジ ド(18b)(588mg)を淡 黄 色 針 状 晶 と し て 得 。mp108～
113℃。
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18b(532mg)を沸 騰 トル エ ン(30m1)へ 加 え 、 そ の ま ま30min加 熱 還流 。 冷 後 、
こ れ を 氷 冷 下ethylcarbazate(248mg)のベ ン ゼ ン(20ml)溶 液 に 滴 下 。 室 温1hr、 さ
ら に1hr還 流 し、 冷 後 生 成 し た 沈 殿 を ろ取 。DMF一 水 よ り再 結 晶 しethoxycarbonyl






18d(477mg)を4MKOH(25ml)中80～90℃ 、3hr撹拝 、HCI酸 性 と し生 成 し
た 沈 殿 を ろ 取 。DMF一 水 よ り再 結 晶 し ウ ラ ゾ ー ル 体(18e)(294mg)を黄 色 無 晶 形
物 質 と し て 得 。mp259～268℃(dec.)。MSm/z:291(M+)。1H-NMR
(DMSO-D6)δ:5.57(2H,s,CH2),7.3-7.65,7.9-8.2,8.35-8,7(4H,2H,5H,
m,9xArHand2xNH)。
18e(21mg)をAcOEt(4ml)に懸 濁 し、Ar気 流 中 氷 冷 下 、t-BuOCI(8.0μ1)を滴
下 。 室 温1hr撹 拝 後 、2000rpm、10min遠 心 し 目 的 と す る4-(9-anthrylmethyl)-
1,2,4・-triazoline-3,5-dione(18)をAcOEt溶液 と して 得 。Visibleλmax(AcOEt):
530nm(N=N)(ε'160)。
4-(1-Pyrenyl)-1,2,4・・triazoline-3,5-dione(19)
藤 野 ら の 方 法41)で 調 製 し た 酸 ア ジ ド(19b)(765mg)を沸 騰 トル エ ン(15m1)
に 加 え 、 そ の ま ま30min加 熱 還 流 。 冷 後 、 氷 冷 下ethylcarbazate(308mg)のベ ン
ゼ ン(15ml)溶液 に ゆ っ く り と滴 下 し、 室 温1hr、 つ い で100℃1hr撹 拝 。 生 成 し た
沈 殿(803mg)を ろ 取 後 、DMF一 水 よ り再 結 晶 しethoxycarbonylsemicarbazide






19d(475mg)を4MKOH(7ml)中1.5hr加 熱 撹 拝 。 冷 後 、HCI酸 性 と し 沈 殿





19e(39.2mg)をAcOEr(10ml)に 懸 濁 し 、Ar気 流 中 室 温 下 、t-BuOCl(16.0μ
1)を ゆ っ く り と 滴 下 。2hr撹 拝 後 反 応 液 を2000rpm、15min遠 心 し 目 的 と す る
4・(1-pyrenyl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione(19)をAcOEt溶液 と し て 得 。Visibleλ
max(AcOEt):542nm(NニN)(ε 曽131)。MSm!z:299(M+)。
4{2-(1-Pyrenyl)ethyl]-1,2,4-triazoline-3,5-dione(20)
1-Pyrenecarbaldehydeを常 法 に 従 いma1。nicacidとのKnoevenagel縮合 、 接 触
還 元 に付 し調 製 し た3-(1-pyrenyl)propionicacid(20a)(394mg)のDMF(4.5ml)溶
液 に ト リエ チ ル ア ミ ン(0.23m1)およ びDPPA(0.358m1)を滴 下 、 氷 冷 下2hr撹 搾 。
反 応 液 に5%NaHCO3(9ml)を 加 え析 出 し た 沈 殿 を ろ 取 、 水 洗 し酸 ア ジ ド(20b)
(277mg)を得 。mp43～45℃ 。 つ い で 、 こ の もの に 沸 騰 ベ ン ゼ ン(2ml)を 注 ぎ、
10min加熱 還 流 。 冷 後 、ethylcarbazate(131mg)のベ ン ゼ ン(6ml)溶 液 に 滴 下 し室
温30min撹 拝 後 、30min加 熱 還 流 し、 冷 後 、 析 出 し た 沈 殿 を ろ 取 。DMF一 水 よ り







20d(55.9mg)を4MKOH(25m1)中80～90℃ 、1hr撹 絆 。 冷 後 ・HCI酸 性 と
し 反 応 液 を 減 圧 乾 固 。 ア セ ト ン よ り 再 結 晶 し ウ ラ ゾ ー ル 体(21e)(36mg)を 黄 土 色
無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp238-240℃(dec.)。MSm/z:329(M+)。
20e(11.4mg)をAcOEt(4ml)に 懸 濁 し 、N2気 流 中 氷 冷 下t-BuOC1(3・5μ1)
を 滴 下 。 室 温lhr撹 拝 し 目 的 と す る4-【2-(1-pyrenyl)ethyl]-1,2,4-triazoline-3,5-




-Pyrencarbaldehyde(502mg)とAudrierhら の 方 法 に 従 い 調 製 し た
4-aminourazole(95mg)を ベ ン ゼ ン ーEtOH(1:1,20m1)中1.5hr還 流 。 冷 後 、 析 出
し た 結 晶 を ろ 取 し ベ ン ゼ ン で 洗 浄 、 ウ ラ ゾ ー ル 体(21c)(235mg)を 黄 色 粉 末 晶 と
し て 得 。mp>290℃ 。Anal。CalcdCigHi2N402:C,69.50;H,3.68;N,17.07。
Found:C,69.42;H,3.50;N,17.15。MSm/z:328(M+)。
21e(26.3mg)をAcOEt(6m1)に 懸 濁 し 、N2気 流 中 氷 冷 下 、t-BuOCI(9.6μ1)
を 滴 下 。 室 温45min撹?¥、 遠 心 し 目 的 と す る4-〔N{1-(pyrenyl)methylidene-
amino]}-1,2,4-triazoline-3,5-dione(21)をAcOEt溶液 と し て 得 。Visibleλmax
(AcOEt):534nm(sh,N=N)(ピ223)。MSm/z:326(M+)。
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第2章 第3節 付 属実験
高 速 液体 ク ロマ トグ ラ フは、 島 津LC-6Aに島 津SPD6AVUV検 出 器 あ る い は
日立F-1050蛍光 検 出 器 を装 着 して用 い・ カ ラ ム に は逆 相 系 のYMC・GELCg(5
μm、15cmxO.46cmi.d.)を室 温 、 流速1ml/minで用 い た 。
各 種7-DHC付 加 体
7-DHCのAcOEt溶 液 に 、 各Cookson型 試 薬(14～21)のAcOEt溶 液 を 室 温
あ る い は 氷 冷 下 、 試 薬 の 赤 色 が 残 る ま で 滴 下 。 反 応 液 を 濃 縮 しpreparativeTLCに
付 す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEtあ る い はCHC13-MeOHで 展 開 し 目 的 画 分 をAcOEtで 溶
出 。
14と の 付 加 体:文 献3。b>に 従 い 調 製 し た 。IH-NMR(CDCl3)δ:3.14(IH,
dd,ノ=5」,14.OHz,9α 一H),4.37(IH,brs,3α 一H),6.23,6.39(eachIH,d,
J」8.3Hz,6-and7-H),8.2-8.5(5H,m,ArH)。








17と の 付 加 体:mp186～188℃(fromCH2C12-ether)。IH-NMR(CDCI3)δ:





19と の 付 加 体:1H-NMR(CDC13)δ:3.14(1H,dd,」 』2.9,14.3Hz,9α 一H),
4.36(1H,brs,3α 一H),6.14,6.33(eachIH,dd,ノ=2.3,8.6Hz,6-and7-H),7.6
-8 .3(9H,m,A・H).UVλmax(CH、Cl2):243・m(・6.4・104).




1H-NMRに お い て ス テ ロ イ ド 核 上 の18- 、19-、21-、26-、27-CH3は 相 互 に 重
な っ て い た た め 、 解 析 し な か っ た 。
17の7-DHC付 加 体 の △6還 元 体




7-DHCの場 合 と同様 に して得 。14と の付 加 体 は文 献31)に 従 い 調 製 した(、
一側付 加 体:β 一側 付 加 体=約85:15の 混合 物) 。 なお 、 ク ロマ トグ ラ ム上16、17、
19との付 加 体 は単 一 ピー ク、 他 との付 加 体 は複 数 の ピー ク を与 え た 。
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各 種 誘 導体 化 剤 の反 応 性
7-DHCある い はD3のAcOEt溶 液(2.6xIO"5M)と各 種Cookson型試 薬 の
AcOEt溶液 を1:1に 混 合 し、室 温 あ る い は氷 冷 下 放 置 。 一 定 時 間放 置 後 そ の 一部 を
HPLC分 析 に付 し、標 品 とのue・一ク面 積 の比 較 に よ り生 成 率 を求 め た 。
第2章 第4節付属実験
7-Dehydro一β一sitosterol
β一Sit。stero1より常 法 に従 いN一 プ ロ モ コ ハ ク 酸 イ ミ ドで7位 を プ ロ ム化 、 脱
HBr化 し て 、 △7体 に 誘 導 し、HPLCに て精 製 して 用 い た 。High-res・luti・nMS
　
mlz:412.3697(M)(CalcdC2gH4sO:412.3701)。
ヒ ト表 皮 中7・DHCの 定 量
ヒ ト上 腕 表 皮 に 直 径3.8cm(底 面 積11.34cm2)の 底 な し カ ッ プ を 押 し 当 て 、
n一ヘ キ サ ン ーEtOH(1:1)によ り抽 出(5mlx3、 各5min)。抽 出 液 に7-dehydro一β一
sitosterol(50ng;IS)を添 加 後 、 角 質 断 片 を グ ラ ス フ ィ ル タ ー(G2)で ろ 去 。 ろ 液 を
減 圧 乾 固 しCH2CI2(1ml)に溶 解 。17のAcOEt溶 液(3.6μ9/20μ1)を添 加 し氷 冷 下
10min誘導 体 化 反 応 に 付 す 。 つ い で 、 反 応 液 を シ リ カ ゲ ル を用 い る カ ラ ム(6cmx
O.6cmi.d.)クロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 し 目 的 物 質 をCH2C12-AcOEt(9:11)で溶 出 。
濃 縮 後 、 そ の 一 部 を カ ラ ム にYMC・GELCsを 、 移 動 相 にMeOH一 水(5:1)を用 い
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